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© Polypeptide zur Verwendung in spasmolytischen Arzneimitteln oder als Neurotransmitter 



Das Polypeptid Praprospasmolysin mit der Aminosaure- 
sequenz 
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und bestimmta Fragmente desselben sind neu und weisen 
eine spasrnolytische Wirksamkeit auf, die sie fur Arzneimit- 
telanwendungen interessant macht. Zu ihrer Herstellung 
bringt man eine fur die Aminosauren des Polypeptids kodie- 
rende DNA-Sequenz oder die entsprechende mflNA in ei- 
nem geeigneten Wirtsorganismus nach an sich bekannten 
Methoden zur Expression und isoliert das Polypeptid aus den 
Wirtszellen oder ihrem Nahrmedium. 



OS 38 08 456 



Beschreibung 

Die Erfindung betrifft Polypeptide mit spasmolytischer sowie Neurotransmiuer-Wirksamkeit. 
Aus pharmakologischen Untersuchungen ist bekannt,daQ die Haut von Froschen eine reichhaltige Quelle fur 
5 verschiedenartige physiologisch aktive Peptide darstellt. Beim Sudafrikanischen Krallenfrosch, Xenos Iaevis, 
konnen zumindest manche solcher Peptide in aus Vakulen abgeleiteten Vorratskorperi. in den Granular-Haut- 
drusen akkumulieren und durch starke Stimulation uber holokrine Sekretionsmechanismen zur Ausschuttung 
gebracht werden. Viele dieser Froschhautpeptide kommen in gleicher oder ahnlicher Form noch in anderen 
Regionen des "diffusen neuroendokrinen Systems'" vor f wie im Gastrointestinalirakt und im Nervensystem 
to (Erspamr.r. Trends Neuroscu 6, 200—201 [1983]). Beispiele fQr solche Peptide in dcr Haut von X. laevis sind 
Caerulein (Anastasi et aL Brit, J. Pharmacol^ 38, 221—228 [1970]) ein Mitglied der Cholecystokinin-Gastrin-Fa- 
milie. das Thyreotropin Releasing Hormon (Bennet et aL. Biol. Int. Rep, 5, 151 — 158 [1981]). das in identischer 
Form im Hypothalamus hoherer Vcrtebratcn vorkommt, und Xenopsin (Araki ct aL Chem. Pharm. BuIL 2L 
2801 — 2804 [ 1 973]), das homolog zu Neurotensin ist. 
is Lange Zeit war die Funktion verschiedencr physiologisch aktiver Peptide, die in der Froschhaut synthetisiert 
werden, unbekannt Es ergaben sic!, jedoch in letzter Zeit Hinweise darauf, daO das Sekret der Granular-Druscn 
eine Hauptrollc bei Abwehrfunktioncn spie!t(Giovannini et aL Biochem. J-,243, 1 13— 120 [1987]). 
Zu solchen Abwehrfunktionen gehort im wcitesten Bcreich auch eine spasmolytische Funktion. 
Spasmolytische Agentien werden heutc verstarkt auf pharmazeutischem Gebict eingese" :t. AIs Spasmolytika 
20 werden krampflosende Mittel verstanden, d. h. Verbindungen, die zu einer Erschlaffung der Organe mit giatter 
Muskulatur fuhren und die daher bei Spasmen des Respirations*. Verdauungs- und Ausschcidungstrakts eingc- 
setzt werden. Hierfur ist cs von besondcrem Vortcil, wenn spasmolytischcn Agentien auch bei langerer Einnah- 
me fur den Patientcn kcinc Gesundhcitsgcfahrdung darstellcn. 

Nachdem bekannt war, daO in Tieren auch spasmolytische Protcinc und Peptide endogen synthetisiert 
25 werden, bestand die Aufgabe der Erfindung darin, derartige spasmolytisch 'Hrksame Polypeptide und Proteinc 
ausfindig zu machen, und ihre Herstellung auf gcntechnologische Wcise zu t. moglichen. 

Gelost wird diese Aufgabe durch ein Polypeptid Praprospasmolysin mit der Aminosaurcsequcnz 

NKH t I LC I HFLL MV VGLGC ACCC3 VAR»-;;*iR vr* ! CG\ = TVTEADCFSAVGCCr D33 1 'wNTVWC 
FYNA7AGP N LECiJOC'PTI R I DCGFPR ITE\ CC IURGCCFD3S ISGVKWCYARTV I 7 TP* 
AP D T T T f J 7 7 r*E 7 7 7 Yr T 7 P E 7 T 7 VP 7 7 PG 7 T 7 VP T 7 ~ E 7 T 7 V P 7 TP' E 7 Y 7 VP 77 r^TTT 
VFTTr-!-rT7vrT7PCr7 7VPTT"ETTT\-PT7F-uTTTVr--rTPETTTVK^ 
TT7VP7TPE7T7 EP~T 7 P T 7 G7~~T TLPP7PETT"TG7TTET7TCTTTET7TET77ET77A 

pr-i=cc *.#;:>. --vc-cg .go: vc.vj^EGi.Gc IPCG7 :pet:.:wcfytuAEaiv.";:-.^c.ctvdpsvp 

7~03 VFO I ^'Jr 3CPE? GCCVC'ECIFDVIWCFEI AVrVVNS . 



4 5 

Dieses Polypeptid ist ein Vorlaufer fiir vier verschiedenc Fragments wclche durch posttranslationale Prozcs- 
sierung erhalten werden. Diese bevorzugten Polypcptidfragmcnte sind 

a) Prospasmolysin.ein Fragment des obengenannten Priiprospasmolysins mit der Aminosiiurosequcnz 

50 
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b) Spasmolysin I, ein Fragment des obengenannten Praprospasmolysins mit der Aminosaurcsequenz 
I CCCCVAPNr.n'.TJCGVPTVTEAC'CRAVGCCrDSS ILNTKUCFYNATAGr* I 

c) Spasmolysin II, ein Fragment von Praprospasmolysin mit der Aminosaurcsequenz 
1 AECTVC^SVRTDC3Y?GETDi\EC?:EKGCCYDHCIPDVIKCr r EKAVFVVNS 



d) Spasmoly$m-Glykoprotdn^GP),cin Fragment von Praprospasmolysin mitderSeq 



uenz 



cccsvAr-.vr^v^cGvprvTE -cc.-,v/gccfdss :l.^tkwcfynatac-pi r 

L „ 10 _ _Z° 30 40 50 

le-":?if ~; "*idc3- "*" ; . ~ c.c:up.ccc"dz3I^ 3vj*:wcyap~vittpa:- . . . sg= 

. . . FECAAO V: ,;V^CC3Y3G:TC.-rc:i.;-3C:PD'£7;=ET^ WCFY7EA5AF-A 

A £ Z 7 • : C . c 1 '-' P T Z C 3 Y ."3173: EC.~E;- 3C3Y33Z I ~ "V IWCFE!' A VP WNS I t 

Geeignete Aminosaurc-Rcste zum Austausch sind die jewcils in den anderen Polypeptidfragmcntcn an 
derseiben Position vorhandenen Aminosaurcn. AuBcrdem blcibt bei folgcndcn konservativen Aminosaure-Aus- 
tauschendie Wirksamkcit crhalten: D — E. I — L K — R. N — Q, S— T. 

Auch eine Vcrandcrung cinzclner rcpciitivcr Elcmcntc von VPTTPETTT zu ASTTAETTT sowic einc Andc- 
rung der Anzahl der bciden repetitiven Einhcitcn VPTTPETTT und ETTT verandcrn die Wirksamkcit der 
Polypeptide nicht und wcrden ais wcitcrc Ausfuhrungsformen der Erfindung angesehen. Ebcnfalls zu keincr 
Aktivitatsandcrung fuhrt cine posttranslationalc Modifikation des Q-Rcstcs (Pos, I in Spasmolysin I) zu pyroGlu 
sowie moghchc O-Glycosylierungen im repetitiven Anteii und wcrden deshalb cbonso ais wcitcre Ausfuhrungs- 
formen der Erfindung angesehen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Vcrfahren zur Herstcllung der crfindungsgemaOen Polypepti- 
de, das dadurch gekennzcichnet ist. daO man eine fur die Aminosauren des Polypeptids kodicrende DNA-Se- 
quenz oder die entsprechende mRNA in einem gceigneten Wirtsorganismus nach an sich bekanntcn Mcthodcn 
zur Expression bnngt und das Polypeptid aus den Wirtszeilen oder ihrem Nahrmedium isolicrt. 

In ciner bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung insertiert man hierfur einc DNA-Sequenz, welche fur 
das gewunschte Polypeptid kodiert, in cincn Exprcssionsvekior. der allc bekanntermaOen benotigten Expres- 
sionskontrollsequenzen enthalt und bringt diesen durch Transformation in cine geeknete eukaryontische Wins- 
/ Z cv1n Cin " ^ eeignete eukaryontische Wirtszeilen sind hierfur bcispielswcise Affenzcllcn wie COS-Zellcn 
( r?S'A r % n "! orm, 5 rtc Affcnnierenzellen. Gluzman. Y„ Cell. 23. 1 75- 182 [1931]), Hamstcrzellcn wie beispielswci- 
se CHO-Zellen, oder Hefczellen. 

Besonders bevorzugt verwendet man ais eukaryontische Wirtszeilen COS t-Zellen (Gluzman, Y„ Cell. 23. 
cvLn l l9St P und aIs Exprcssionsvekior cinen SV40- Exprcssionsvekior. dor cine Expression in den 
bV4Q-transformicrten COS-Zellcn crlaubt. Die an sich bekannten molckular^cnetischen Grundlagcn hie. fur 
linden s.ch m E. L Wmnackcr. Gene und Klonc, 19S5. Vcrlag Chemie. Wcinheim. Zusaizliche Hinweisc und 
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I LEC2oCP~K F5: 1 DCOFr'R f TEI : 0C I LRGCCFD33 1 SGVKWCYART V I T 7PAP DTTTAST'h 15 
6,1 E 7 7 T VP 7 7 P E T 7 7 VP 7 7 F" E 7 7 7 VP 7 7 P ET 7 7 V P T 7 FE7T 7 VF" 77 PETTT VP 7 "* F E 7 T 7 VF" 
XZl T7-E777V;--77rE777VP77f ET7 TVP77PE7T7VPT7PE77TAG77AETT7' \-77FE77 
IE I 7EP777P77D77FrTLPP7PE777E777E777E777E777ET77E777APV*PECA^D^VD 
241 CGYSG 1 7CA0CEGJ-.GC IFDS7 1 F E7KWCFY7EAEAPA . 

25 

Der Name fur das Fragment d) cntstand aufgrund seiner potentiellen O-CIykosylierungsstellen (Kornfeld R 
and Kornfeld, S, Ann. Rev. Biochem, 45. 2 17-237 [1976]). — * " 

Das Polypeptid Spasmolysin I wcist ein Molekulargcwicht von etwa 5.294. das Polypeptid Spasmolysin II vor 
etwa 534^ und das Polypeptid Spasmolysin-GIykoprotein ein Molekulargcwicht von uber 29.077 auf Die hier j 0 
beschnebencn vicr Fragmente (a bis d) wciscn sowohl spasmolytischc ais auch Neurotransmitter- Wirksamkcit 
auf. 

Bei den erfindungsgcmaOcn Polypeptidfragmcntcn ist cs mogiich,ohnc Vcrlust der spasmolytischcn Wirkung 
Oder der Neurotransmitter- Wirkung Aminosaurc-Austausche vorzunchmen. Dies kann icwcils an der Position I 
h. 5. 8. 9. 11. 20. 21. 22. 24. 25. 26. 33. 35. 36 und 42 bis 49 der Aminosaurcsequenz. stattfinden. 
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genaue Beschreibungen der Oblichen molekulargenetischen Techniken konnen aus Maniatis et aL, Molecular 
Cloning, A Laboratory Manual Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York (198^) 
Ammerer, Methods EnzymoL 101. 192-201 (1983). Hoffmann, W, J. Biol. Chem, 260, 11831-11837 (1975) 
und Pandidos and Wilkie, in Hames, B. D, and Higgins, S. ]. (eds). Transcription and Translation, IRL Press* 
5 Oxford, Seiten 1 —48 (1984), entnommen werden. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform verwendet man als Wirtszellen Hcfezellen und ais Expres- 
sionsvektor ein Hefeexpressionsplasmid. Hierfur benot:gte ExpressionskontroIIsequenzen sowie die Auswahl 
einer geeigneten Hefe-Signalsequenz und bevorzugter Kodons fur die Expression der gewunschten Aminosau- 
resequenz in Hefe sind an sich bekannt (siehe z. B. B. L. A. Carter et al. [ 1 987] in DNA-clonind, Volume III rn M 
io Glover, edj S. 141 - 161 ; IRL-Press, Oxford). L 

In einer weiteren bevorzugxen Ausfuhrungsform der Erfindung wird aus einer fur das gewunschte Polypeptid 
oder Fragment kodierenden DNA-Sequenz nach an sich bekannten Methoden die entsprechende mRNA 
hergesteilv und diese durch Mikroinjektion in eukaryontische Wirtszellen cingebracht. 

Hierdu; ;h wird eine direkte Expression der eingebrachtcn mRNA. ohne die Notwendigkeit einer vorherigen 
is Transkription der entsprechenden DNA im Wirtsorganismus crreicht. Bevorzugt verwendet man als eukaryon- 
tische Wirtszellen Xenopus laevis-Oocyten. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Arzneimittel mit spasmolytischer Wirksamkeit, welches mindc- 
stenseinesdererfindungsgemaBen Polypeptide als Wirkstoff enthalt. 

Ein wiederum weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Arzneimittel mit Neurotransminerwirksamkeit. das 
2$ ebenfalls mindestens eines der erfindungsgcmaGen Polypeptide als Wirkstoff enthalt. 

! . ErfindungsgcmaQ gelingt es, bisher unentdeckte Polypeptide, wclche in der Haul von Xenopus laevis produ- 
1 ziert werden, durch die Kenntnis ihrcr Aminosaurcscqucnz auf gcntcchnologischc Weisc hcrzustcllcn. 
Die folgcndcn Bcispiclc eriautern in Vcrbindung mit den Figurcn die Erfindung wcitcr. 
Fig. 1 zcigt schematisch die molekulare Klonierung von Praprospasmolysin in pSVL DSM 4433; 
25 Fig. 2 zeigt die DNA-Sequenzen von Praprospasmolysin. wclche in den Plasmiden pUF 1380 DSM 4434 und 
pUF 504 DSM 4432 enthalten sind Dabei wurde ds-cDNA aus X. Iacvis-I jt uber die GC-Homopolymertech- 
nik in die Pstl-Schnittstelle des Piasmids pUC8 tnsertiert (Hoffmann et aL EMBO J, 2. 111 — 114 [1983]). 
Restriktionsschnittstcllen und das Polyadenylierungssignal sind unterstrichen. Punktmutationen in pUF 504 
* erden in der obcrcn Zcilc angczeigt. 
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Hcrstcllung der erfindungsgcmaGcn Polypeptide in COS-Zeilen 

is Der cDNA-Klon pUF 1380 DSM 4434 wurde wic in Fig. 1 schematisch dargestellt, mit Eco RI und nachfol- 
gend limiticrt mit Bal31 vcrdaut. so daB der GC-Homopolymcrschwanz entfernt wurde. Hicrbei wird darauf 
geachtet. daO nur die 5'-nicht-kodicrcndc Region von Praprospasmolysin-mRN A entfernt wird, der Verdau also 
zwischen Position 1 und Position 27 (Fig. 2) stehenblcibt. Sodann wurde mit Xhol-Linkern relegiert. Die 
entstandene Hilfskonstruktion wurde in E. coli cingebracht und vermehrt. dann nach Isolicrung der vermehrtcn 

40 DNA das XhoI-PvuII-Fragment (Fig. 1.2), welches fur die N-tcrminale Halftc der Spasmolysinvorstufe kodiert. 
isoliert. Unabhangig hiervon wurde der cDNA-Klon pUF 504 DSM 4432 mit Hindi II verdaut und ebenfalls ein 
limiticrter Bal3l-Vcrdau durchgefuhrt, so daO der GC-Homopolymcrschwanz entfernt wurde. Hicrbei durftcn 
bis zu 133 Basen (entsprcchend der 3'-nicht-kodicrcndcn Region der mRNA-Scqucnz) climinicrt werden, sq daB 
der Verdau zwischen Position 1231 und Position 1363 (Fig. 2) zum Stillstand komrnt und das Stopkodon TAA 

45 erhalten bleibt. Eine Religation fand mit Sacl-Linkern statL 

t! Diese Hilfskonstruktion wurde ebenfalls in E. coli vermehrt und aus der isolierten DNA das Pvull/Sacl-Frag- 
I 1 ment (Fig. I. 2). welches fur die C-termina!e Halfte der Spasmolysinvorstufe kodiert, isoliert. Diese beiden 
Fragmentc wurden in Tripclligation in das 4.8 kB groBe Xhol-Sacl-Fragmcnt des SV40-Expressionsvcktors 
pSVL DSM 4433 (Tcmplcton and Eckhart. Mol. CcIL BioL 4, 817 — 821 [1984]); Dcrivat von pJCl 19 [Sprague et 

50 aL J. ViroL 45. 773-781 [1983]; kommerzicll crhaltlich von PHARMACIA) einligicrt. Nach Vcrmchrung in E. 
coli und anschlieOender Restriktionsanalysc wurde eine Plasmidkonstruktion isoliert. die die DNA-Fragmcnte in 
der Reihenfolge enthalt. daB sie fur die Aminosiiuresequenz von Praprospasmolysin kodicren. und COS t-Zellen 
(Gluzman, Cell, 23. 175- 182 [1981 J. ECACC 88030301) damit nach der modifizierten DEAE-Dextranmctho- 
de (Sompayrac and Danna, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 73. 7575—7578 [ 1 981 ]) untcr Verwendung von Chloroquin 

55 (Luthman and Magnusson, Nucleid Acids Res, 11. 1295—1308 [1983]) transfiziert. Im Medium wurden nach 
Kultivierung derZellcn die folgcndcn Produkte erhalten: Spasmolytin 1, Spasmclysin II. Spasmolysin-Giykopro- 
tein. Prospasmolysin. Die Anwesenhcit dicser Fragmente wurde uber Polyacrviamid-Gclelektrophorese festge- 
stellt. 

so Patentanspruche 
1 . Polypeptid Praprospasmolysin mil der Aminosiiuresequenz 



65 



4 



OS 38 08 456 



61 
121 
191 
241 
301 



1 «KHriLCi:^LL«VV G ^^ 

«.DTrT^Tr, E TrTVPr7P 5 TrTVPTTPETTTVPTy PE rTTVPTTPUr TTv; , TT;: . CTTT 

VPTTP^TTTVPTTr-TTTVPTTPETTTVPTTFETTTVPTTPETTTVPTTFETTT^TT^ 
rrTVPTTPETrTEPrTTPTTDTTPPT L PPrPETTTETTTETTTETTTETTTETTTE^TTA 

.DCGYPGiror.ZCREKGCCYDECIPDVIWCFEKAVPVVNS 



fa U F ™ei z Pr0SPaSm0lySin P ° ,ype P ,ids von Anspruch ^durch gekennzeichne,. daB e S die Amino- 



sauresequenz 
1 

61 

121 



1G1 
241 
301 



QDC2VAP;\MRVNCGYPrVTEADCRAVGCCFDSS ILNTKU'CFYr^ATAGF IKKLECSGDPTK* 
R I DCGFPR I TEh CC I LRGCCFD5S I SGVKWC YARTV I TTPAPD7TTASTTACTT7VPTTP 

ETTTvprTFETTTVPTTPGTrTVPTTPETTTVPTTPETTTVPTTPETTTVPTTPETTTVP 
TTPETTTVPTTPETTTVPTTPETTTVPTTPETTTASTTAETTTVPTTPETTTEPTTTPTT 

dttpptlpptp^ttetttetttetttetttetttetVtapppecaadrvdcgysg I TQA 

DCEGKGC::rD3T:PET^WC-.TEAEAPA^AECTVDPSVRTDCGYPGITDKECREKGCCY ' 
36 1 DEC I PD V I WC™' ".AVPVVNS 

cnthalL 

res F Jq a ueTz nt SpaSm ° lySin ' deS P °'>PCP<^ von Anspruch 1. dadurch gckcnnzeichnct. daQ cs die Aminosau- 
l G ^-V^r.N.N R V. J C3VPTVTEAC.CR^VGCCrDS 3 ILr J T.:: W CFVNATAGP I 

enthalt. 

sa F re7equenz SPaSm0ly ' in " d " P °' ypeptids " ach Al "pruch I. dadurch gekennzeichne,. daO cs die Amino- 
1 ^^CTVC.PSVRTDC3YPGITD::ECPEKGCCVDECIPDVI W CFEi:;AVPVV,NS 

enthalt. 

L^n^ *** "** Anspruch 1. dadurch gekennzcichnet, daB es 



I LECSGGPTJ-: R I DCGFPR I TE: : 3C I LRGCCFDS3 Z SGVKWC YARTV I 77PAPD777AS77A 
61 E77TVP77PET7TVFTTFET77VPT7PETT7VP77PE7T7VPT7PE7T7VP77FETT7VP 
121 TTPITT7VP7TFE777VP7TPET7TVP7TPETT7VP77PE77Tr-;57TAE77TVP77PE7T 
IC?1 TE^TT7P7TDTTrPTLFPTl- S\-TT£TTTE7TTE7T7E7T7EZ7T-7ETTTAri-T-^CA^C^VD 
24 I CGY2G ITCViDCZ-i;- GC r FG'37 r F ETKWCF YTEAEAFA 
enthalt. 

6. Fragment nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet. daQ in weniestcns einer der 
emen an derseiben Position m e.nem der anderen Fragmente vorhandenen Aminos-rerest ausgetauschr ist 
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oder/und ein D — E-, I — L-. K— R-, N — Q- oder/und S— T-Austausch vorliegt. 

7. Fragment nach einem der vorhergehenden Anspruc he dad urch gekennzeichnet, daQ wenigstens eine der 
beiden repetitiven Einhelten VPTTPETTT oder/und ETTT beziiglich ihrer Anzahl oder VPTTPETTT zu 
ASTTAETTT verandert ist oder Q in Position 1 gemaB den Anspruchen 2 und 3 gegen pyroGIu ausge- 
tauscht ist. 

8. Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids nach den Anspruchen I bis 7, dadvrch gekennzeichnet, daQ 
man eine fur die Aminosauren des Polypeptids kodierende DN A-Sequenz oder die entsprechcnde mRNA in 
einem geeigneten Wirtsorganismus nach an sich bekannten Methoden zur Expression bringt und das 
Polypeptid aus den Wirtszeilen oder ihrem Nahrmedium isoliert. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB man die DNA-Sequenz in einen Expressions- 
vektor insertiert und durch Transformation in eukaryontische Wirtszeilen einbringt. 

, 10. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daO man als eukaryontische Wirtszeilen 
| SV4(Mransformierte Affennieren-Zellen und als Expressionsvektor ein SV40-ExpressionspIasmid verwen- 
!det 

1 1. -Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB man als eukaryontische Wirtszeilen Hefczel- 
len und als Expressionsvektor ein Hefeexpressionsplasmid verwendet. 

12. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB man aus der DNA-Scquenz nach an sich 
bekannten Methoden die entsprechcnde mRNA herstellt und dicse durch Mikroinjektion in eukaryontische 
Wirtszeilen einbringt. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB man als Wirtszeilen Xwnopus laevis Oocyten 
verwendet 

14. Arzneimittei mit spasmolytischer Wirksamkeiu dadurch gekennzeichnet, daB es mindestens ein Polypep- 
tid nach einem der AnsprOche 1 bis 7 als Wirkstoff enthalL 

15. Arzneimittei mit Neutrotransmitterwirksamkeit, dadurch gekennzeichnet, daB es mindestens ein Poly- 
peptid nach einem der Anspruche 1 bis 7 als Wirkstoff enthalt. 
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Figur 2 
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" ! - - " 3808456 £ 

TTTTTTTTTTTTGGTAAGGCAACTAAAATGAAGCACATAATTCTCTGTATTCATTTCCTTCTGATGGTCGTAGGC 

M K H I ILCIHFLLMVVG 

TTAGGCCAGGCCCAAGACTGTTCGGTTGCTCCAAATATGAGAGTGAACTGTGGGTArCCAACTGTTArrRarr-T 
L G Q A | Q OCSVAPNMRVNCGYP T V j£ J T 

151 GACTGTAGAGCAGTAGGATGCTGCTTTGATTCCAGTATCCTTAACACTAAATGGTGCTTCTATAATGrAArArri 
« DCRAVGCCFDSSILNTKWCFY NAT A 

BamHI — - * 

226 GGTCCMTC A^5A|A CTCGA^ 

301 AAACAATGCATTCTAAGAGGATGCTGTTTTGATTCCAGTATTTCCGGTGTTAAATGGTGCTACGCACGTACAGTT 
92 KQCILRGCCFDSSISGVKWCYA R T V 

PstI 

376 ATAACAACTCCAGCACCAGATACAACTACAGCTTCAACA ACTGCAGA AACAACTACAG iTCCAACAACTCCAGAA 
117 ITTPAPDTTT .ASTTAETTT. .VPTTP F 

PUF5Q4 PstI 
CC T . _G}50* 

451 ACAACTACAGTTCCAACAACTCCAGAAACAACTACAGTTCCAACAACTCCAGAAACAACTACAGTTCCAACAACT 
142 T T T, .VPTTPETTT, V A P s T T P A E T T T, ,V A P s T T 

526 CCAGAAACAACTACAGTTCCAACAACTCCAGAAACAACTACAGTTCCAACAACTCCAGAAACAACTACAGTTCCA 
167 P A E T T T .VPTTPETTT. .VPTTPETTT. ,V P 

601 ACAACTCCAGAAACAACTACAGTTCCAACAACTCCAGAAACAACTACAGTTCCAACAACTCCAGAAACAACTACA 
192 T T P E T T T, .VPTTPETTT, .VPTTPETTT. 

PstI 

676 GTTCCAACAACTCCAGAAACAACTACAGTTCCAACAACTCCAGAAACAACTACAGCTTCAACAA CTGCAGA AACA 
217 .VPTT PETTT, .VPTTPETTT. .A S T T A E T 

751 ACTACAGTTCCAACAACTCCAGAAACAACTACAGAACCGACTACAACACCAACAACAGATACTACACCACCAACA 
242 T T, .VPTTPETTT. EPTTTPTTOTTPPT 

826 CTACCACCAACACCAGAAACAACTACAGAAACAACTACAGAAACAACTACAGAAACAACTACAGAAACAACTACA 
257 L P P T P ,E T T T ,,E T T T ,,E T T T ,,E T T T ,,E T T T, 

Pvu II 

901 GAAACMCTACAGAMCMCTACAGCTCCACCACCAGAATGTGCAGCTGACAGAGTGGACTGTGGATACAGTGGG 
292 l£ I T T. ,E T T T. APPPECAAORVDCGYSG 

976 ATTACCCAGGCAGATTGCGAAGGAAAi\GGCTGCATCTTCGATTCCACTATCCCTGAAACAAAA?GGTGCTTCTAT 
317 ITQADCEGKGCIFDSTIPETKWCFY 

1051 ACAGAGGCAGAAGCTCCAGCTA r GGAAAGCAGAATGTACAGTGGACCCCAGTGTAAGAACTGACTGTGGATACCCA 
342 T E A E A P A fR Kl AECTVDPSVRTOCGYP 

1 1 26 GGGATTACAGACAAAGAATGCAGGGAGAAGGGTTGCTGTTATGATGAATGTATTCCTGACGTTATATGGTGCTTC 
367 GITDKE 0 CREK GCCYDECIPOVIHCF 

12Q1 GAAAAAGCAGTTCCTGTTGTTAATAGTTAAATATGAAAGCAACACAGGCACCTTAATTGATGGGATACACAGAGA 
392 EKAVPVVNS 

1276 TCATCAGATCACAGAAATTTACAAGTTTTGATTTCAAATGGAATATGTAATCAAGGATGTGTGTTGATTAACTCC 



1351 CAATAAAACAATTCTGCA 
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Flour 1 Molekulare Klonierung von Praprospasmolysin 
in pSVL: 

B=BamHI, E=EcoRI, H= Hindlll, P=PstI, S=SalI, 
X=XhoI, li = Linker 

Die kodierenden Regionen sind schraffiert darge- 
stellt. 
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L3 ANSWER 1 OF 1 WPIDS COPYRIGHT 1996 DERWENT INFORMATION LTD 
AN 89-286097 [40] WPIDS 
DNC C89-126674 

TI New polypeptide preprosasmolysin and its fragments - derived from 

Xenopus laevis, with spasmolytic and neuro- transmitter 

activities . 
DC B04 D16 
IN HOFFMANN, W 

PA (PLACJ MAX PLANCK GES FOERDERUNG WISSENSCHAFTEN 
CYC 1 

PI DE 3808456 A 890928 (8940)* 8 pp 

ADT DE 3808456 A DE 88-3808456 880314 
PRAI DE 88-3808456 880314 

IC A61K037-02; C07K009-00; C07K013-00; CI2P021-02 
=> d ab 

L3 ANSWER 1 OF 1 WPIDS COPYRIGHT 1996 DERWENT INFORMATION LTD 

AB DE 3808456 A UPAB : 930923 

The specified peptide preprospasmolysin (I) is new. Also new are (1) 
prospasmolysin (II), i.e. (I) without the first 20 amino acids; (2) 
spasmolysin I (III), i.e. the first 49 amino acids of (II), (3) 
spasmolysin II (IV), i.e. the last 50 amino acids of (II); (4) 
spasmolysin-glycoprotein (V), i.e. amino acids at positions 
1,4,5,8,9,11,20,21,22,24,25,26,33, 35,36 and 42-49 are replaced by 
another amino acid present in the same position in' one of the other 
fragments, and/or they contain the exchanges D-E ; I-L; K-R; N-Q 
and/or S-T. 

DNA, or mRNA corresponding to these peptides are derived from 
the skin of the frog Xenopos laevis and inserted conventionally into 
these organisms for expression. Particularly, a DNA sequence is 
inserted into a vector and this used to transform eucaryotic cells 
(esp. COS, CMO or yeast cells), or the, DNA sequence is converted to 
mRNA and the microin j ected into eucaryotic cells, esp . X laevis 
cocytes . 

USE - These peptides have spasmolytic and 
neurotransmitter activities. 
0/2 



